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Abstract 



The invention involves the development of vectors for somatic gene therapy. The vectors transduce a 
complete transcriptional unit containing a promoter, a protein coding sequence and a polyadenylation 
sequence into the genome of mammalian cells. Upon integration, the vectors delete most viral and non-viral 
sequences unrelated to transcriptional unit thus avoiding common problems encountered with conventional 
retrovirus vectors such as repression of gene expression by transcriptional silencing, mobilization of 
endogenous retroviruses, activation of oncogenes or development of an immune response. The invention 
exploits (i) the natural life cycle of retroviruses, involving duplication of the terminal control regions U5 and 
U3 to generate long terminal repeats (LTR) and (ii) the ability of site specific recombinases to excise any 
sequences positioned between two specific target sequences from the mammalian genome. Thus, the 
retroviruses of the invention transduce the coding sequences of a site specific recombinase and at least one 
recombinase-specific target sequence into the genome along with the transcriptional unit expressing a 
therapy gene. 
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Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gesteltt 

@ Selbst deletierende retroviral Vektoren fur die Gentherapie 

(g) Der Erflndung liegt die Aufgabe zugrunde, Retroviren fur 
die somatische Gentherapie zu konstruieren, die eine kom- 
plette Transkriptionseinheit in das Genom von eukarvonten 
Zellen so einfuhren, daS nach Integration samtliche nicht 
unmittelbar zur Transkriptionseinheit gehorenden viralen 
und nicht-viralen Sequenzen eliminiert werden. Diese Auf- 
gabe wird durch den Einbau einer fur eine sequenzspezifi- 
sche Rekombinase kodierende Sequenz und mindestens 
eine fur die Rekombinase spezifische Targetsequenz in den 
Retrovirus gelost. Dadurch werden die ublichen, mit retrovi- 
ralen Gentherapievektoren assozierten assoziierte Probleme, 
wie Abschaltung der Genexpression. Aktivierung von Proto- 
onkogenen, Mobilisierung durch endogene Retroviren und 
Entwicklung einer Immunantwort vermieden. 
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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft Retroviren, die eine fur eine 
sequenzspezifische Rekombinase kodierende DNA-Se- 
quenz und mindestens eine fur die Rekombinase spezifi- 
sche Targetsequenz enthaltea Diese Retroviren konnen 
eine komplette Transkriptionscinhcit in das Gcnom von 
eukaryonten Zellen so einfiihren, daB nach Integration 
samtliche nicht unmittelbar zur Transkriptionseinheit 
gehdrenden viralen und nicht-viralen Sequenzen elimi- 
niert werden. Lediglich eine Transkriptionseinheit, be- 
stehend aus naturlichen oder synthetischcn Promotor/ 
Enhancer Sequenzen, Protein kodicrender Sequenz und 
Polyadenyliemngssignal verbleibt im Genom. Damit 
werden gangige, mit konvcntioncllcn rctroviralcn Vek- 
toren assoziierte Probleme, wie Abschaltung der Gen- 
expression, Aktivierung von Protoonkogenen, Mobili- 
sierung durch endogene Retroviren und Entwicklung 
einerlmmunantwort vermicdert 

Hintergrund der Erfindung 

Retroviren sind RNA-Viren, die nach Eindringen in 
die Zelle zu doppelstrangiger DNA umgeschrieben 
werden. Das RNA Genom wird an beiden Enden von 
kurzen, repetitiven (R) und 5' bzw. 3' Endc spezifischen 
Kontrollsequenzen (U3 und U5) flankiert Zwischen den 
Kontrollregionen befinden sich kodierende Sequenzen 
far virale Strukturproteine (gag und env) und Enzyme 
(pol Protease, reverse Transkriptasc und Intcgrasc). 

Unmittelbar nach Infektion wird in der Targetzelle 
durch viruseigene reverse Transkriptasc die virale RNA 
in DNA konvertiert Die DNA Synthese wird durch die 
Bindung von zellularer tRNA an komplementare Se- 
quenzen im Retrovirusgenom eingeleitet Die Bindungs- 
stelle befindet sich unmittelbar 3' von der U5 Region 
und heiBt —primer binding site— (PBS) (Fig. IX Durch 
die reverse Transkription werden die terminalen Se- 
quenzen U3 und U5 dupliziert, und das retrovirale Ge- 
nom zwischen zwei identische Kontrollregionen, den 
—long terminal repeats— (LTR), plaziert Die LTR- 
flankienen DNA Molekule integrieren als — Proviren— 
in das Genom. Proviren werden zusammen mit der zel- 
lularen DNA repliziert und als zellulare Gene transkri- 
biert Die Transkription initiiert in der mit Promotor/ 
Enhancer Sequenzen versehenen U3- Region des 5' LTR 
und terminiert in der R-Region des 3' LTR. Genomische 
Transkripte werden aus dem Nukleus ins Zytoplasma 
transportiert und dort entweder in Viruspartikel ver- 
packt oder zu gag und pol Proteinen translatiert Zu- 
satzlich wird eine Fraktion der genomischen RNA zu 
env-mRNA gespliced. 

Retroviren konnen zu Gen transfer- Vektoren adap- 
tiert werden. Bis auf bestimmte LTR -Kontrollsequen- 
zen, der PBS und spezifischer Verpackungssignale kann 
nahezu das gesamte retrovirale Genom deletiert wer- 
den, ohne daB es zu wesentlichen Einschrankungen der 
Replikation kommL Voraussetzung dafur ist die Prasenz 
der fur reverse Transkription, Integration und Parukel- 
bildung notwendigen Proteine. Typische Zellen dieser 
Art sind die sog. Helferzellen, die ein komplettes retro- 
virales Genom exprimieren. In diesen Zellen werden die 
Transkripte rekombinanter Retrovirus- Vektoren prafe- 
rentiell zu Viruspartikeln verpackt, weil, anders als in 
den Vektoren, die spezifischen Verpackungssignale 
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— *F— aus dem Helfervirusgenom deletiert wurtfen. 

Konventionelle retrovirale Vektoren werden in fiber 
80% der genehmigten Gentherapie-Protokolle benutzt 
Allerdings ist dies mit potentieflen Problemen und Ge- 
5 fahren verbunden, die sich wie folgt zusammenf assen 
lassen: (i) Abschaltung von Expression transduzierter 
Gene durch Methylierung oder Bindung von Repressor- 
molekulen (1, 4, 7); (ii) zufallige Integration an verschie- 
denen Orten des Genoms und gelegentliches Stimulie- 
io ren einer malignen Transformation durch aktivierende 
Insertion oberhalb von Protoonkogenen (12, 13); (iii) 
Mobilisierung der Vektoren durch Rekombination mit 
endogenen Retroviren (2, 5, 9) und (iv) Ausldsung einer 
Immunantwort gegen virale und nicht-virale Antigene 
15 mit Elimination der transduzierten Zellen (11)* 

Zusammenf assung der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Retrovi- 
20 ren zu konstruieren, die eine komplette Transkriptions- 
einheit in das Genom von eukaryonten Zellen so einfuh- 
ren, daB nach Integration samtliche nicht unmittelbar 
zur Transkriptionseinheit gehorenden viralen und nicht- 
viralen Sequenzen eliminiert werden. Diese Aufgabe 
25 wird durch die erfindungsgemaBen Vektoren geldst, die 
eine fur eine sequenzspezifische Rekombinase kodie- 
rende Sequenz und mindestens eine fur die Rekombina- 
se spezifische Targetsequenz enthalten. Diese konnen 
Cre Rekombinase und loxP oder FIp-Rekombinase und 
30 frt sein. Anders als bei konventionellen Retroviren, 
bleibt bei den Retroviren der Erfindung die typische 
provirale Architektur -LTR-Strukturgene-LTR nicht er- 
haltcn. 

Die Retroviren enthalten vorzugsweise in der U3 
35 oder U5 Region eine aus Promotor, Protein-kodieren- 
der Sequenz und Polyadenylierungssequenz zusammen- 
gesetzte Transkriptionseinheit Ebenfalls vorzugsweise 
in der U3 oder U5 Region befinden sich die naturlichen 
oder synthetischen Targetsequenzen eines sequenzspe- 
40 zifischen Rckombinationssystems. Derartige Targetse- 
quenzen werden von einer sequenzspezifischen Rekom- 
binase erkannt, gebunden und rekombiniert Dadurch 
werden DNA Fragments die sich zwischen zwei gleich- 
gerichteten Targetsequenzen befinden, zusammen mit 
45 einer der beiden Targetsequenzen deletiert (Fig. 2). 

In den Retroviren der Erfindung befinden sich die 
Targetsequenzen bevorzugt in der U3 oder U5 Region 
und werden zusammen mit diesen wahrend der Replika- 
tion dupliziert. Dadurch gelangt das retrovirale Genom 
so zwischen zwei gleichgerichtete Targetsequenzen und 
wird in Gegenwart von Rekombinase deletiert Im Ge- 
nom verbleibt hauptsachlich eine Kopie der transdu- 
zierten Transkriptionseinheit Die Rekombinase kann 
entweder als Protein, oder als DNA in einem Expres- 
55 sionsplasmid den Zellen zusatzlich hinzugefugt werden, 
oder befindet sich vorzugsweise als Protein-kodierende 
Sequenz auf dem Provirus selbst (Fig. 3, A\ Deren Posi- 
tion ist bevorzugt zwischen den beiden Targetsequen- 
zen und auBerhalb der Kontrollregionen- Die Express- 
60 sion der Rekombinase wird vorzugsweise von einem 
zweiten naturlichen oder syntheuschen Promotor kon- 
trolliert Ein Polyadenyliemngssignal wird vorzugswei- 
se in der R Region des 3' LTRs gefunden. Bei umgekehr- 
ter transkriptioneller Orientierung in Relation zu dem 
65 Provirus wird eine cryptische oder eine zusatzlich e na- 
turliche oder synthetische Polyadenylierungssequenz in 
umgekehrter Orientierung genutzt 

Die Viren der Erfindung sind vorzugsweise enhancer/ 
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und oder promotorlos. Die Erfindung betrifft demnach 
ebenfalh Retroviren die weiterhin einen viralen Promo- 
tor und/oder Enhancer umfassen. 

Die Viren der Erfindung sind vorzugsweise zur Trans- 
duktion von Therapicgenen in Saugerzellen gedacht, 
kdnnen aber auch zur Bearbeitung wissenschaftlicher 
Fragestellungen gcnutzt werden. 

Die Viren der Erfindung kdnnen potentiell auch 
schadliche Sequenzen enthalten, sofern diese nach Inte- 
gration zeitgerecht deletiert werden. Eine potentielle 
Applikation ist demnach die Anpassung pathogener Vi- 
ren (z. B. HIV, HTLV1) fur die somatische Gentherapie, 
weii deren hohe Transduktionseffizienzen getrennt von 
deren Pathogenitat genutzt werden konnen. 

Weiterhin betriffi die Erfindung Saugetierzellen, de- 
ren Genom mindcstcns eine mix den Viren der Erfin- 
dung eingefuhrte sequenzspezifische Targetsequenz, 
die loxP oder frt sein kann, und mindestens eine Protein- 
kodierende Sequenz enthalten. Diese Zellen enthalten 
im wesendichen kein provirales Genom. 

SchlieBiich betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Transduktion von cDNA Sequenzen in das Genom von 
SaugerzeUen, das im wesentlichen die Transfektion von 
Vepackungszcllinicn mit den Retroviren der Erfindung, 
die Selektion virusproduziernder KJone, die Infektion 
von Saugerzellen und die Expression der sequenzspe- 
ziflschen Rekombinase mit assozierter Deletion der Re- 
kornbinase-cnihaltenden Transkriptionseinheit umfaBt. 

Beschreibung bevorzugter Ausfuhrungsformen 

Der Bcgriff "Retrovirus" umfaBt jeden RNA Virus, 
der sich uber DNA Zwischenmolekule repliziert Dazu 
gehoren auch Viren, die nur zusammen mit anderen 
Viren, (z. B. Helferviren) replizieren, oder Retroviren 
mit Deletionen und Mutationen. 

Der Begriff "Kontrollregion" umfaBt die LTR Region 
bestehend aus U3, R und U5. 

Der Begriff Transkriptionseinheit" umfaBt einen na- 
turltchcn oder synthetischen Promotor, cine Protcin-ko- 
dierende Sequenz und ein Polyadenylierungssignal. 

Der Begriff "Promotor" kann, aber muB nicht einen 
Enhancer einschlieBen. 

Der Begriff "Protein-kodierende Sequenz" bezieht 
sich auf cine DNA Sequenz, deren Polypeptidprodukt 
therapeutisch wirksam ist, oder den Metabolismus der 
Ze!le auf irgendeine Weise beeinflufit. Der Begriff um- 
faBt ebenfalls Sequenzen, die allgemein als "Selektions- 
marker"bekannt sind. 

Der Begriff Targetsequenz* bezieht sich auf naturli- 
che oder symhetische Sequenzen, die von einer Rekom- 
binase spezifisch erkannt werdea Beispiele hierfur sind 
die loxP Sequenzen aus dem PI Coliphagen (8, 16, 17) 
und die frt Sequenzen aus S. cerevisiae (3, 6, 14). 

Der Begriff "Rekombinase" umschreibt ein natGrli- 
ches oder synthetisches Enzym. das spezifische Target- 
sequenzen erkennuschneidet und miteinander rekombi- 
niert. Beispiele hierfur sind die Cre- Rekombinase aus 
dem PI Coliphagen (17) und die Flp Rekombinase aus S. 
cerevisiae (3). 

Die vorliegende Erfindung involviert deletierbare Re- 
troviren, die vorziiglich als Vehikel fur Gene im Rah men 
der somatischen Gentherapie eingesetzt werden sollen. 

Fig. 5 zeigt zwei bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
Erfindung. Der eine Vektor enthalt eine komplette 
Transkriptionseinheit bestehend aus Promotor 
(pgk = Phosphoglyceratkinase— Promotor), Protein-ko- 
dierender Sequenz (tkneo; HSV-Thymidinkinase-Neo- 



mycintransferase Fusionsgen) und Polyadenylierungssi- 
gnal (R-Region) in der U3 Region. Der Vektor enthllt 
auBerdem eine spezifische Targetsequenz — loxP— 
zwischen pgk und tkneo. Der zweite Vektor enthalt dar- 
5 uber hinaus eine weitere, Rekombmase-exprimierende 
Transkriptionseinheit (MCCre; MC = HSV. Thymidin- 
kinase Promotor mit Polyoma large T Enhancer) zwi- 
schen den LTRs, 
Zusammen mit der U3 Region wird pgk-lx-tkneo du- 

io pliziert, so daB das provirale Genom zusammen mit 
MCCre zwischen zwei loxP Sequenzen gelangt Diese 
Sequenzen werden bei Expression von Cre ehminiert 
Im Genom verbleibt hauptsachlich eine pgk-bc-tkneo 
Transkriptionseinheit (Fig. 5). 

15 Im dargestellten Beispiel befindet sich die Targetse- 
quenz innerhalb der Transkriptionseinheit in der U3 Re- 
gion. Diese Konstellation ist nicht zwangslaufig. Die 
Targetsequenz kann auch auBerhalb der Transkrip- 
tionseinheit in der U3 oder U5 Region liegea Gleichf alls 

20 kann die Transkriptionseinheit in der U5 Region liegen. 
SchlieBiich muB die Rekombinase nicht zwangslaufig 
vom gleichen Provirusmolekul synthetisiert werden und 
kann in Form von Protein oder exprimierender DNA 
separat hinzugefugt werden. 
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Beispiel I 



Zum Nachweis der Deletierbarkeit von Targetse- 
quenz-flankierten Provirussequenzen wurde eine 
30 Transkriptionseinheit pgk-loxP-tkneo in die U3 Region 
eines enhancerlosen Moloney Murine Leukemia Virus 
kloniert(Fig. 4). 



Plasmide und Kionierung 
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Aufbau der pgk-lox- tkneo- Kassette: 
Ein loxP-Sequenz enthaltendes EcoRI-PstI Fragment 
von pGEM30 (8) wurde in pBluescript 11 KS + (Strate- 
gene) subkloniert (pBSlox). In die BamHI-Xbal-Schnitt- 

40 stellen des rcsuluerenden Plasmids wurde anschlieBend 
der pgk-Promotor als BgHI-Xbal- Fragment aus pPGKV 
Cat (19) eingefugt (pBSpgklox). Die fur das HSV-Tk/ 
Neomycin- Phosphotransferase- Fusionsgen kodierende 
Sequenz wurde als Nhel-Fragment aus pggU3tkneo 

45 ((18) , Friedel & von Melchner, nicht veroffentlicht) aus- 
geschnitten und nach Fullen der Oberhange als blunt- 
end- Fragment in die EcoRV Schnittstelle von 
pBSpgklox eingesetzt. Die so aufgebaute pgk-lox- 
tkneo-Kassette kann als Xhol-Fragment aus 

so pBSpgkloxtkneoausgeschnitten^werden. 
Konstruktion der MCCre- Kassette: 
Der MC- Promotor und die kodierenden Sequenzen fur 
Cre wurden mittels eines partiellen Verdaus durch Mlul 
aus pMCCre (8) ausgeschnitten und nach Auffullen der 

55 Oberhange als blunt-end Fragment in die EcoRV- 
Schnitistelle von pBluescript II KS + subkloniert 
(pBSMCCre). Aus diesem Plasmid kann die MC-Cre 
Kassette ohne Polyadenylierungssignal als Xhol-Frag- 
ment ausgeschnitten werden. 

60 Konstruktion der retroviralen Vektoren : 

Die proviralen Sequenzen von pBabe/puro (10) wurden 
durch dicjenigen des Sacl-Fragments von pggU3en(-) 
(20) ersetzt Es resultiert ein Plasmid mit proviralen Se- 
quenzen, in denen der Enhancer des 3'-LTR deletiert ist 

65 und das einzelne KJonierungsschnittstellen nach gag 
(BamHI, Xhol) und im 3'-LTR (Nhel) aufweist (pBU3). 
In die Nhel-Schnittsteile wurde nach Auffullen der 
Oberhange die pgk-Iox-tkneo- Kassette (Xhol-Frag- 
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ment aus pBSpgkloxtkneo) inseriert = pU31xtknea An- 
schlieBend wurde die M(Xre-Transkriptionsemheit als 
Xhol-Fragment aus pBSMCCre in die Xhol-Schnittstel- 
le des resultierenden Plasmids eingesetzt — pU31xtkne- 
oMCCre. 

Viren undZellen 

BOCS23 (15) und N1H3T3 Zellen wurden in DM EM 
(Gibco) mit 10% FCS gezOchtet 20 \ig der Plasmide 
pU3pgklxtkneo oder pU3pgklxtkneoMCCre wurden in 
jeweiis 4 x 10 s BOCS23 Zellen wie friiher beschrieben 
transfiziert (19). Zellfreie Oberstande wurden nach 48 
stundiger Inkubation gewonnen und zur Infektion von 1 
x 10 5 NIH3T3 Zellen benutzt Provirus exprimierende 
KJone wurden nach 10-tagiger Selekuon in 400 ug/ml 
G418 (Gibco) isoliert In einem weiteren Ansatz wurden 
20 ug pMCCre zusammen mit 1 ug pBABE/Puro in 
zwei U3pgkbctkneo exprimierende NIH3T3-Klone 
transfiziert Puromycin-resistente Zellpopulationen 
wurden nach 10-tagiger Selektion in 2 ug/ml Puromycin 
isoliert 

Southern blot Hybridisierung 

Genomische DNA aus Retrovirusvcktor-infizierten 
und MCCre transfizierten Klonen wurde mit den Enzy- 
men Xbal/Ndel oder Hind HI geschnitten. Nach Frak- 
tionierung auf 1 % (w/v) Agarosegelen wurde die DNA 
auf Hybond-Plus (Amersham) Membranen transferiert 
und mit 32 P-markierten Neo-Sonden wie friiher be- 
schrieben hybridisiert (20). 

Ergebnisse 

Die Expressionskassette pgklxtkneo wurde in die 
Nhe 1 Schnittstelle der U3 Region eines enhancerlosen 
Moloney murine leukemia virus Vektor kloniert (Fig. 5). 
Der enstandene Retrovirus- Vektor 

— plBpgklxTkneo— wurde transient in der Helferzelli- 
nie — BOSC23— vcrpackt NIH3T3 Zellen wurden mit 
hochtitrigen, helfervirusfreien BOCS23 Oberstanden in- 
fiziert Provirus-exprimierende Klone wurden in G418 
isoliert und mit den Expressionsplasmiden pMCCre und 
pBABE/Puro transfiziert DNA aus Puromycin-resi- 
stenten und aus entsprechenden nicht-transfizierten Ur- 
sprungsklonen wurde auf Southern Blots analysiert 
Fig. 6 zeigt, daB als Folge einer Cre vermittclten Dele- 
tion loxP f lankierter Sequenzen, die Provirus-enthalten- 
den Ndel/Xbal Restriktionsfragmente insgesamt kiei- 
ner werden. Entsprechend sind die loxP flankierten pro- 
viralen Sequenzen auf Hind III Restriktionsfragmenten 
nur noch bedingt nachweisbar (Fig. 6). 

Die Ergebnisse besagen, daB (i) die Extrasequenzen in 
der U3-Region einschlieBlich loxP die Vimsreplikation 
nicht bchindern; (ii) die duplizicrten loxP Sequenzen 
von Cre Rekombinase erkannt und rekombiniert wer- 
den und dabei, (iii) die zwischen loxP Elementen liegen- 
den viralen und nicht- viralen Sequenzen deletiert wer- 
den. 

Beispiel II 

Zur Bcantwortung der Frage ob die Cre/loxP vermit- 
telte Rekombination auch dann funktioniert, wenn sich 
Cre kodierende und loxP Sequenzen auf dera gleichen 
Molekul befinden, wurde die MCCre Kassette zwischen 
die beiden LTRs des U3pgklxTkneo Vektors kloniert 
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(FIg.7> Das erhaltene Plasmid — pU3pgkJxTkne- 
oMCCre— wurde zur Retrovirusproduktion in BOCS23 
Zellen, wie in Beispiel 1 beschrieben, transfiziert 
U3pgkbcTkneoMCCre exprimierende NIH3T3 Zellen 
wurden nach Infektion als Klone in G418 isoliert, und 
deren Integrationen auf Southern Blots anahysiert: Die 
Untersuchung der U3pgkbcTkneo und U3pgklxTkne- 
oMCCre Integrationen in mehreren unabhangigen Klo- 
nen ergab, daB bei vergleichbarer Anzahl von Proviren 
die Intensitat der konstanten (und im Falle einer Re- 
kombination verschwindenden) Hind III Fragmente in 
MCCre exprimierenden Klonen 5— 10-fach reduziert 
wird (Fig. 7\ Dies bedeutet, daB aus einer signifikanten 
Fraktion der U3pgklxTkneo MCCre Proviren die loxP 
flankierten Sequenzen einschlieBlich MCCre deletiert 
wurdea 

Kurze Beschreibung der Figuren 

Fig. 1: Schematische Darstellung eines konventionel- 
len Retrovirus und dessen integrierte Form (Provirus). 

Fig, 2: Funktionelle Darstellung eines sequenzspezif i- 
schen Rekombinationssystems. 

Fig. 3 und 4: Schematische Darstellung der Retrovi- 
ren der Erfindung und der nach Integration stattfinden- 
den Rekombination. P » Promotor; Ts = Targetse- 
quenz; PKS = Protein-kodierende Sequenz; Rec = Re- 
kombinase. 

Fig. 5: Struktur der retroviralen Vektoren 
U3pgklxtkneo und U3pgklxtkneoMCCre. 

Fig. 6: Southern Blots von U3pgklxtkneo exprimie- 
renden Klonen vor und nach MCCre Transfektion. Die 
DNA der ersten 6 Bahnen wurde mit den nicht im Provi- 
rus schneidenen Enzymen Nde I und Xba I verdaut Die 
restlichen DNAs wurden mit dem in den LTRs schnei- 
denden Enzym Hinf III verdaut. - = ohne Cre; + = 
mit Cre. 

Fig. 7: Southern Blots von U3pgklxtkneo und 
U3pgklxtkneoMCCre exprimierenden Klonen. Die In- 
tensitatsabnahme der konstanten Hind III Fragmente in 
U3pgklxtkneoMCCre Klonen wird beim Vergleich der 
47 kb (A= U3pgklxtkneo) und 6 kb (B = U3pgklxtkne- 
oMCCre ) Banden erkennbar. Die variablen Banden 
entsprechen der Anzahl der Integrationen. 
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-Region befindet ' 

5. Retrovirale DNA nach einem der Ansprficbe 1 
bis 4, weiterhin eine Transkriptionseinheit umfas- 
send. 

6. Retrovirale DNA nach Anspruch 5, bei der sich 
die Transkriptionseinheit in der U3- oder US-Re- 
gion befindet 

7. Retrovirale DNA nach Anspruchen 1 —6, weiter- 
hin einen viralen Promotor umfassend. 

8. Retrovirale DNA nach Anspruchen 1 —7, weiter- 
hin einen viralen Enhancer umfassend. 

9. Saugetierzelle, deren Genom mindestens eine 
Targetsequenz nach Anspruch 1 und mindestens 
eine Protein-kodierende Sequenz umfaBt, aber im 
wesentlichen kein provirales Genom enthalt 

10. Saugetierzelle nach Anspruch 9, bei der die Tar- 
getsequenz loxP ist 

11. Saugetierzelle nach Anspruch 9, bei der die Tar- 
getsequenz frt ist. 

12. Verfahren zur Transduktion von cDNA Se- 
quenzen in das Genom von Saugetierzellen, umfas- 
sen die Schritte: 

— Konstruktion der retroviralen DNA nach 
einem der Anspruche 1 bis 8 nach an sich be- 
kannten Verfahren, 

— Transfektion in Verpackungszellinien, 

— Selektion virusproduzierender KJone 

— Inf ektion der Saugetierzellen, 

— Expression der Rekombinase, 

— Rekombination zwischen zwei Targetse- 
quenzen, wobei gleichzeitig eine Deletion von 
der Rekombinase-enthaltenden Transkrip- 
tionseinheit und im wesentlichen aller provira- 
ler Sequenzen stattfindet 

13. Verfahren nach Anspruch 12 umfassen weiter- 
hin die Schritte: 

— Konstruktion der retroviralen DNA nach 
einem der AnsprOche 1 bis 8 nach an sich be- 
kanntcn Verfahren, 

— Infektion der Saugetierzellen, 

— Expression der Rekombinase, 

— Rekombination zwischen zwei Targetse- 
quenzen, wobei gleichzeitig eine Deletion von 
der Rekombinase-enthaltenden Transkrip- 
tionseinheit und im wesentlichen aller provira- 
ler Sequenzen stattfindet 



Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 



1. Retrovirale DNA, umfassend mindestens eine 
der DNA zugrundeliegenden Retrovirus fremden. 
fiir eine Rekombinase kodierende DNA-Sequenz 60 
und mindestens eine fur die Rekombinase spezifi- 
sche Targetsequenz. 

2. Retrovirale DNA nach Anspruch 1. bei der die 
Rekombinase Cre ist und die Targetsequenz loxP. 

3. Retrovirale DNA nach Anspruch 1, bei der die 65 
Rekombinase Flp ist und die Targetsequenz frt ist 

4. Retrovirale DNA nach Anspruch 1 bis 3, bei der 
sich die Targetsequenzen in der U3- und/oder U5 
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